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－ m O n Opho sphate Ldibutyryl cyclic A M Pl の 心臓に お よ ぽす
生理 作用 を明ら か に す る た め に 麻酔開胸犬 の 左冠動脈 口 に 左鎖骨下動脈 よ り漂流 した Greg gの カ ニ ュ
ー
レ を挿入 し， こ の 回路よ り dibutyryl cyclic A M Pを投与し， 心血 行動態， 心 筋 cyclic A M P依存性蛋白
リ ン酸化酵素活性 に お よ ぽす 影響 を検討し た． 陽性変時お よ び変力作用 ， 冠 血流量の 増加 は投与後 15
旬 20
分で 最大と な り， そ の 効果は投与後少くと も 30分間持続した． ま た 1．2 旬 1 ．5 mglkg の 投与量 で最大の 効
果を認め た がく心拍数増加軋 4 1％ニ 最大dPldt増加乳 310％i 最大 d PldtノP増加率， 1 17％i 冠血流量
増加率， 100％i 心 筋酵素消費量増加乳 69％1， それ 以 上 の 投与量 で は そ の 効果 は か え っ て減弱 した．
dibutyrylcyclic A M P投与 30分後 の 心 尖部心筋を切除し， 心 筋ホ モ ジ ュ ネ
ー ト を作製 した． その 遠心上
清を酵素抽出液と し て Sephade x G－100 ゲル ろ過 を行い ， 心筋 cyclic A M P依存性蛋白リ ン 酸化酵素 をホ
ロ 酵素 く不活性型酵熟 R Cl と c atalytic s ubu nitく活性型酵象 CI に 分離し た． Sephade xG－100 ゲル
ろ過 に よ る 蛋白 リ ン酸化酵素活性比 く総括性に 対す る活性型酵素の 比 ， ClくR C＋C11は対照 0．29に 対 し，
dibutyrylcyclic A M P 2， 4 ， 10m gノkg 投与の 心筋 で は活性型酵素の 増加 に よ り各々0－38， 0．43， 0．51
と増加した ． 以 上 よ り dibutyryl cyclic A M Pの 心臓生理作用 は心 筋蛋 白リ ン 酸化酵素の 活性化を通じて
発現す る と 考え ら れ た． こ の 活性 型 酵素の 増加 は心 筋ホ モ ジ ェ ネ ー トの 額粒分画 よ り 可溶性分画 へ の
tr a n slo c ation に よ る と推定 され た が， 顆粒各分画く核お よ び サ ル コ レ ン マ ， ミ トコ ン ドリア， マ イ ク ロ ゾ
ー
ムl の 蛋白リ ン酸化酵素活性は dibutyryl cyclic A M P投与群 に お い て は対照 と比 べ て 変化な く， 精 粒分画
か ら の tr a n slo c atio nは明 ら か で はな か っ た ．
Key w o rds カ テ コ
ー ル ア ミ ン， CyClic AM P， dibutyrylcyclic A M P， 心筋
cyclic A M P依存性蛋白リ ン酸化酵素， 陽性変力作用
山 般に べ プチ ドホ ル モ ン や カ テ コ ー ル ア ミ ン が ホ ル 発 現 する こ とが 知 られ て い る り ． cyclic A M P は細胞内
モ ン作用 を発現 す る際 に ， 標的細胞 で ま ず adenylate で 蛋白 リ ン酸化酵素の ホ ロ 酵素に作用 し， 二 つ の s ub
－




－ unit の一 方の regulato ry s ubu nitくRlに結合し て活性
m onopho sphate くcyclic A M Pl濃度 の 上 昇 を介して 型 の Catalytic s ubunitくC沌 遊離さ せ て酵素活性 を上
A bbreviations 二AD P， aden osin e diphosphate三 A M P， aden osin e m o n ophosphateニ A T P，













－ m O n Opho sphate三dPldt，firstderiv ativ e oftheleftventric ularpre ssu rei dPldtlP，ther atio
448 坂
昇させ る． そ の 活性化反応は次式 の よ う に 考 え られ て
い る2籾 ．
R C十 CyClic A M P声 R． cyclic A M P＋ C
さ らに こ の 活性型 の C がpho spho ryla s ekin a s eをは
じめ と して 細胞内の 種々 の 酵素や 構造蛋白 をリ ン酸化
す る こ と に よ っ で情報 を増幅拡大 して ホ ル モ ン の 生理
作用 を発現す る と考え られ て い る ．
カ テ コ ー ル ア ミ ン の 心 臓生理作用 く陽性変力お よ び
陽性変時作剛 も上 述 した経路を へ て発現 す るが ， 外
因性に cyclic A M P を投与し た場合に は， そ の 細胞内
へ の 非透過性 の ため に 陽性変力作 凧 変時作用 は生 じ
難い 4 州 ． 一 方 ， CyClic A MP の 誘導体で 膿透過性 が高
く ， pho sphodie ster a seに 分解 され 難 い N
6
－2， ． 0－dibu －




． m onopho sphate くdibutyryl
cyclic A M Pl が in viir o
8ト1 21
，in viv o
1 311 4の 動物心 に
お い て カ テ コ ー ル ア ミ ン類似作用 を示 す こ とは す で に
報告さ れ， シ ョ ッ ク 刷 彗 心 不全 川 潮 に 対す る臨床応用
も 試み られ てい る． そ こ で著者は ， dibutyryl cyclic
A M Pの 臨床応用 の 前段階と し て そ の 心 臓生 理 作用 を
明 ら か に す る た め に ， イ ヌ 冠 動 脈 内 に dibutyryl
cyclic A MP を投与 し， 心 血行動態 に お よ ぼす 影響お
よ び心 筋 cyclic A M P依存性蛋白リ ン 酸化酵素の 賦清
化と の 関係 を解明する こ と を目的と し て 以下 の 研究を
行 っ た ．
材料お よ び方法
体重 10へ 18 kg の 雑種成犬 30頭 を用い ， カ ル シ ウ ム
ベ ン ト パ ル ビ タ ー ル 30m gノkg の 静脈内投与に よ り麻
酔 し， 人 工呼吸下に 開胸 した． 左冠動脈 口に 左 鎖骨下
動脈よ り濯流 した Greggの カ ニ ュ
ー レ を挿入 し， この
回路お よ び下行大動脈 に 血流計 ブ ロ ー ベ を装着 し， 電
磁流量計 く日本光電 MF－46う に て冠血 流量， 大動脈血
流量 を測定した ． 冠 静脈洞お よ び大腿 動脈 よ り経時的
に 採血 し， 02含量を測定した ．
心収縮力の 指標と して 左 室穿刺 に よ る内圧 波形 よ り
横軸に 内圧P ， 縦軸に d PIdt， d PldtlP をオシロ ス コ
プ く三 栄測器 2G 511 上 に
一 種の fo r c ev elo city lo op
と して描写 させ ， その 最大の 高さ を最大 d Pldt， dPl
dtノア と して 測定記録した く図 1 1．
輸血 を 行 い な が ら 左 冠動脈内 に dibutyrylcyclic
A M P投与後， 各指標 を経時的に 記録 し， 30分後心 尖
都心筋を切 除 し， 直ち に 液体窒素で凍結させ た． 冷凍
保存 した 心 筋の 前壁 の 一 部 を 重 量 1g 当 た り 3倍 の
20m M リン 駿カ リ ウ ム くpH 7．Ol， 5 m M E D TA， 0．
25 M 塩化 ナ トリ ウ ム ， 1 m M テオフ イ リ ン で 4
D
c下テ
フ ロ ン グ ラ ス ホ モ ジ ナ イ ザ ー で 均 質 に し ， 20分 間
29
，
000X g で 遠 心 し， この 上 清を酵素抽出液 とした． ニ
の 酵 素 抽 出液 0．6 ml を 20m M リ ン 酸 カ リ ウ ム ， 5
m M E D T A，0．2 5M 塩化ナ トリ ウ ム ， 1 m M テ オ フィ
リ ン で 平衡 さ せ た 0．9X30c m の Sephade x G－100カ
ラ ム に か け心 筋蛋白 リ ン酸 化酵素 を 不活性型酵素 くホ
ロ 酵素， R Cl， 活性型 酵素 くc atalytic subu nit．Cl
Fig．1． Sche m atic pr es entatio n of e
xperim ental
pr epa r atio n ofdog．
T heleft c oron a ry a rte ry W aS perfu s ed fr o mthe
left s ubcla via n a rtery thro ugh the Gregg
，
s
c a n n ula． Co r o n a ryblo od flo wくC B FI w a s m e as ur
．
ed by electr o m agn eticflo w m et rく
N iho nKohden
M F 461 pla ced in the pe rfu sio n cir c uit． Aortic




a o rta． oxy ge n c o nte nt of arte rial a nd c
o r o n ary
sin u sblood w e re a n alyzed by the o xy gen c o nte
nt
an alyz erくLe xingtonl． Aortic a nd left v e nt
r－
ic ula rpr e ss u reくA Pa nd L V PI w ere obtain edby
dire ct pu n ctu r ewiththe n e edle c o n n e cted
tothe
pre ss u r etr a n sdu c e rくSan ei Sokki180－41， a nd d Pl
dtandd PldtlP w e rederiv ed bydiffe rentiatio nof
LV P．
of the r ate of ris e ．of v entricular pressur eto the sim ulta n e ous left
ventricularpress urei
E D T A， ethylen edia min etetra a cetic a cid三 HR， he art ratei
R
，
r egulatory s ubu nitofprotei
n
kin as eニ R C， holo e nz ym e Of protein kin as e．
dibutyryl cyclic A M Pの 心 血 行動 態， 心筋蛋 白リ ン酸化酵素に 及 ぼす影響 449
分離し た． 蛋 白リ ン 酸化酵素活性の 測定は前述 の 方
法l 別で行 っ た ■ な お 反 応時間は 15分と し， 反 応溶液中
に 加える CyClic A M P は 5JLM と した ．
なお ，
一 部の 実験で は左 冠 動脈内に カ テ コ ー ル ア ミ
ン くエ ビ ネ フ リ ン ， イ ソ プ ロ テ レ ノ
ー ル1 を投与し，
血行動態各指標を経時的 に 記録し た．
dibutyrylcyclic A M P， エ ビネ フ リ ン は第
一 製薬，
イ ソ プロ テ レ ノ
ー ル は 日研科学， Sephadex G－100 は
Pbar nl a Cia 社か ら得た ．
成 績
1 ． dibutyryl cyclic A M Pの 血行動態に お よぽ す
影響
図2 に顕著な陽性変日も 変力作用 を 認 めた 例の 実験
結果 を示 す． 冠 動脈 内に dibutyryl cyclic A M Pl■2
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Fig． 2． C ha nge s of hem odyn a mic s afte r c o r on a ry
injectio n of l．2 m glkg of dibutyryl cyclic A M P
のBcAMPl．
A bbr e viatio n si H R，he a rtr atei L V P，1eftv entriT
cular pr es su r eこ SySte mic B P， SySte mic blood
pr es su r eこ A F， a O rticflo w三 C B F， C O r O n a ryblo od
flo w三 M VO2， myO C a rdial o xy ge n c ons um ptio nニ
dPldt， first deriv ativ e of the left v e ntric ula r
pre ssu re こd PldtlP，the r atio ofthe r ate ofrise of
ve ntric ularpr es su reくdPld りto the sim ulta n e ou s
left v e ntric ula rpre ss ureくPl．
は漸増 しな が ら 15へ 20 分で 最大 に 達 し，各々 の ピ ー ク
の ％増加率は心 拍数 4 1％， 冠 血 流量64％， 心筋酸素消
費 量 45％， 最 大d P ldt310％， 最 大d PldtlP 65％で
あ っ た ． 一 方 ， 血 圧 ， 大動脈血 流量 はば ぼ不変 で あ っ
た ． dibutyryl cyclic A M Pの 投与量 と血 行動態諸指
標 との 関係 で は最大 dPldt， 最大d PldtIP， 冠 血 流量，
心 筋酸素消費量の ％変化率は 1．5 mgノkg 前後を ピ ー
ク と して それ 以 上 で は漸減し， 4 mgノkg で は陽性変力
作用， 冠血 流量 の 増加 を認 め なか っ た ． 平 均血 圧 ， 大
動脈血 流量 は 4 nlgノkg の 投与量 以 内で 各々 士10％， 士
40％以内の 変動を示 した く図3 う．
2 ． エ ビ ネ プ リ ン， イ ソ プ ロ テ レ ノ
ー ル と dibu．
tyryl cyclic A M P投与前後の 血行動態の 比 較
至 適量 の dibutyryl cyclic A M P はエ ビネ フ リ ン，
イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル 等の カ テ コ ー ル アミ ン と同程度の
最大 d Pldt， 最大 d PノdtJP の 増加 を示 したが ， 心 拍数
の 増加 率 は カ テ コ ー ル ア ミ ン の 約 1ノ2 であ っ た く襲
い ． すな わ ち dibutyrylcyclic A M P はカ テ コ
ー ル ア
ミ ン と 同程度の 陽性変力作用 を有す るが ， 変時作月引ま
カ テ コ ー ル ア ミ ン に 比 し弱か っ た ． ま た それ らの 最大
効果 の 発現 は カ テ コ ー ル ア ミ ン で は投与後30秒前後
で あ るの に 比 べ ， dibutyryl cyclic A M P は約 20分と
長 時間 を要し た．
3 ． dibutyryl cyclic AMP の 蛋白リ ン 酸化酵素活
性 に お よ ぼす 影響
い 才佗 止 血 に お ける効果
偽手術 よ り 得 た 心 筋 ホ モ ジ ェ ネ ー ト に 0．1 旬 100
mM の dibutyryl cyclic A M P を加 え， 29，00 0x g で
20分間遠心 し， その 上 清に つ き 蛋白 リ ン酸化酵素活性
を測定 した く表2I． dibutyrylcyclic A M P濃度の 増
加 とと も に cyclic A M P非添カロ時活性 く
－ CA M Pl は
99か ら318n m ole slgtiss ue115分と有意 に増加 し， 総
括性 く十cA MPl は 456か ら 394n m ole sJg tissu e115
分と 減少傾向を 示 し， 蛋 白 リ ン 酸化酵素活性化 卜
cA M Pl＋ cA MPl は 0．2か ら 0．8 と増加した ．
2 う 玩 机偏 に お ける効果
図 4 に， 対照 お よ びdibutyryl cyclic A M P を総量
20 m g， 40 m g， 1OOm g， 冠動脈内に 投与し た際の 心筋
蛋白 リ ン 酸化酵素の Sephade x GLlOO カ ラ ム ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ
ー の 溶出パ タ ー ン を示 す． 図 右上 に 示 す よ う
に 蛋白 リ ン 酸化酵素の ホ ロ 酵素 R C は活性型酵素 で あ
る c atalytic s ubu nitよ り 分子量 が 大き い た め 早期 に
溶出 した． Corbin ら
2 0明 方法に 従い ， CyClic A M P添
加 に よ 軒店性化さ れ な い ， すな わ ち白丸と黒 丸が一一 致
す る第2 の ピ ー ク を基 線上 に 外挿 し， こ の 面積 をC と
す る こ と に よ り溶出パ タ ー ン 全面積 に お ける Cの 割合




Fig． 3． Per c ent changes of hem odyn a mic s atv a rio u sdo s es of dibutyrylcyclic A M P．
Vertic ala xis represe nts per c e nt cha nge s of he m odyn a mics a nd ho riz o ntala xis r epr es e nts
dos eof dibutyryl cyclic A M P， A b br eviatio n s三 m B P， m e anblo od pr es sureニ H R， dPノdt，
d PldtlP， C B F， M寸02 a nd A Fa r ethe s a m e a sin Fig．2．
Table l． Co mparis o n of epin ephrin e，is opr oter e n ol a nd dibutyryl cyclic A M PのBcA M Pl on he art
rate a nd c o ntr a ctility
Dr ugJ
，
Do se くnI Pr einje ctio n Po stide ctio n ％in c re a s e
一志 Of
Epin ephrin e く3J くS eCl
0．01へ 0．1 m gノkg ER 158士7 284士4 82士8 45士6
dPノdt 2108士550 9300士2308 367 士58 40士5
dPldtJP 78士6 135士3 74士10 38 土3
Isopr oter e n ol く3J くs e cl
0．01 へ 0．04mgノkg H R 149士8 268士11 83士6 28士2
dPノdt 1721士2 62 32 91士324 1 25士24 23士2
d PノdtlP 68士6 124士8 97士17 32士5
D BcA M P くい くminラ
1．2 m glkg H R 150 211 41 19
d Pノdt 1190 4880 31 0 20
dPJ
ldtlP 49 80 65 18
M e a n士 sta ndard er ro r of m e a nくS．E．M ．1a re sho wn o nly for the e xpe rim e nts of epin ephrin e a ndis o．
pr ote re n ol．
A bbre viatio n si H R， he a rt r ate O3 e atJminIi d Pldt，丘rstderiv ativ e ofthe left v entric ula rpre ss u reくm m ．
Hglse clニd PldtlP，the r atio ofthe rate of ris e of v e ntric ular pre sureくd P Jdtlto the sim ulta n e o u sleft
V e ntric ula rpr e ssu r etPHse c－り．
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Table 2． Efect of dibutyrylcyclic A M PtD BcA MPl in L，ltro o npr otein kin as e a ctivity of myo c a rdial
ho moge n ate
DBcA M P m M 仙
Pr otein kin a se a ctivlty Pr otein kin a s e
n m ole sノgtis su eJ15min a ctivity ratio
－CA M P ＋cA M P ト CA M Pl十CA M PI
0 く3う 99士45 456士68
0．1 く3う 84士33 446士61
1 く31 122士38 380士64










So m epie c e sbiopsied by a liquidnitrogen c o oled s m all cram pfr o m a nteriorfre e w all of the dog
heart w ereho m ogenized in ic e c old 5m M pota ssiu m phosphate くpH 7．01c ontaining 2 m M E D T A，0－14
M NaCl， 2 m M the ophyllin e a nd 5m M m er c apto etha n ol－ T he ho m oge n ates c o ntainingfro mOto lOO
mM dibutyrylcyclic A MP wer epr epa red a nd ce ntrifuged at 29，000x g for 20min at 4
O
C． The s upe r．
n atants w er epr o videdfo rprotein kin as e a ctivityin the abse n ceト cA M Pl o r pres e n c eL＋cA M Pl of
5JJM cyclic A M P－
M ea n士Sta nda rd err oT Of m e a nくS．E．M －1 ar e sho w n．
Aste risk

















FrQ Ction Nu mbe r
Fig． 4． Sephadex G－100 c olu m n chro m atogr aphy at v ario u sdo ses of dibutyrylcyclic A M P－
A fter30min of intr a c o r o n a ry lnjectio n ofvario u sdo se s of dibutyrylcyclic A M P， alarge
aplC al m a ss ofthehe a rt w a s rapidly e x cis ed a nd fr o z enim rn ediatelyinliquid
nitroge n． A
ple C e Of a nterio rfr e ew al w a s cr a shed， ho m oge nized in 3 v olu m e s of ice c old20 m M
pota ssiu m pho sphateくpH 7．01c o ntaining5m M E D T A，0－25M NaCl，1 m M the ophyl in eby
a Teflo n glass ho m oge niz e r a nd c e ntrifuged at 29，0 0 x g fo r20 min at 4
0
C． T he
supernatant w a s s a v ed a ndO．6 ml ofs upe rn at nt W a S ap pliedto a c olu m nく0．9X30 c mlof
Sephade xG－100to sepa rate holo e n zym eくR Cland fr e e c at lytic subu nitくChfcyclic A M P
depe nde nt pr otein kin a se■ The Sephade x G－100c olu m n w a spre vio u sly eqilibr ated with
the ho m oge nizingbuffer． Fr a cto n s ofO．8 mlw er e c olle cted a nd 50jLIw a s u s ed for as s ay．
Protein kina se a ctivity w a s m e a s u r ed inthe abs e n c eく書 一 叫 orpre se n c eく0
－ 0lof5JJM
cyclic A M P． T he in s et o n the right up per c orn er depicts the patte rn of R Ca nd C
sepa rated by the m ethod of Co rbin et al
20l
． T he fir st pe ak stim ulated by 5JJM cyclic
AM Pw a s a ss u m edto be R C， Wherea sthe se c o nd pe ak， Which w a sindepende nt o n cyclic
AM P， W a S aS Su m ed to be C． C w a sdeter min ed by e xtr apolatingthe sec o nd pe ak to the
ba selin e o nthe ordinate a nd m e a s u ringthe a r e a ofthispe ak． T hes e a re a s w er e m e as u red
by c utting o ut a nd w eighing the gr aph pape rs－
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各 投 与量 ご と に 算 出 し た． 図 5 に 示 す よ う に
Sephadex G．100カ ラム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に お い て
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D BcAM P do se
Fig．5． Protein kin a s e a ctivity ratio at v a
rio u s
do se s of dibutyryl cyclic A M PのBcA M Pl．
T he lo w e r c u rv eく中 一 書I r epre s ents pr otein
k ina s e a ctivity r atioくCIER C＋Cllobtain ed fr o m
Sephade x G－100c olu m n chr om atogr aphy－ T he
up per c urv eく0 － 01 repr e sents pr otein k ina se
a ctivity r atio obtained fr o m the supe r n ata
nt
a s sayed in the abs en c e or pre se n c e of 5p
M cyclic
A M P．
与総量20， 40， 100m g 心 筋で は各々0．38， 0．43， 0．51
と投与量が増す に 従 い 増加 した． 心筋 ホ モ ジ ュ ネ ー ト
遠心 上 清の 蛋白 リ ン 酸化酵素活性化 くc与TClic A MP非
添加時活性l総括性1 も同様 に増加 し たが ， Sephade x
G－100カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー で得 られ た値より高
く ， 上 方に 線 を描 い た ． こ の 差 は ホ モ ジ ェ ネ ー ト遠心
上 清 に 含ま れ る ホ ロ 酵素 R Cの cyclic A M Pに 対する
感受 性が 変化し た た め と も考 え られ るが ， R C が測定
中， 反応液中に 含まれ る基 質で あ る ヒ ス トン に よ り分
解さ れ ， 活性型酵素C が増加 した た めと 考えら れた．
以 上 よ り心 筋蛋 白リ ン酸化酵素は dibutyryl cyclic
A M Pに より 玩 釧加仇 如 拙加 に お い て も活性化さ れ，
活性型酵素が増加す る こ と が認 めら れ た．
4 ． 心 筋蛋 白 リ ン 酸化酵素の 細胞内分布 と dibu．
tyryl cyclic A M P のお よ ぽす影響
偽手術お よび dibutyrylcyclicA M P lOOm g 投与後
に 心 尖部心筋 を切除 し， 4倍 の 0．25 M しょ 糖を含む
緩衝液 で 均質に した． 10 00Xg の 遠心 で核 お よ びサル
コ レ ン マ を得， さ ら に そ の 上 清を 22，000Xg で 遠心し
て ミ ト コ ン ド リア 分画 を得た． 100，000X g 遠心 で マ イ
ク ロ ゾ ー ム 及 び可溶性分画 を得た． 各分画を 1％トラ
イ ト ン 処理 を行 っ た ． 表 3 に 対照群お よ び dibutyryl
cyclic A M P投与群 に お け る可 溶性分画 お よ び顆粒各
分画の 蛋白リ ン 酸化酵素活性 を示 す ． 蛋 白 リ ン酸化酵
Table 3． Subcellula rdistributio n ofpr otein kin a s e
cyclic A M PくD BcA M Pl
a ctivity with a nd witho utinje ctio n of dibutyryl
Pr otein kinas e a ctvityくn m ole slm g pr otein110 minI
Co ntr olくn ニ 3I
－CA M P ＋cA M P
D BcA M Pくn ニ31
ー CA M P ＋ cA M P
Ho m ogen ate 1．12
士0．19
Fr actio n sニ
Nu cle ar and s ar c ole m m al O．72士0．24
Mito cho ndria1 1．27士0．18









1 ．81 士1．4 1 5 ．61土3 牒7
0．4 1士0．08 0．71士仁LO7
2．2 4 士0．87 5．8 7土1．3 5
A large aplC al m a s s of heart w as e x cised afte
r sha m oper ation o rintr a c o r o nqry lnje ctio n oflOOmg
dibutyrylcyclic A M P■ A pie c eof a nte rio rfr e e w a
ll w a sim m ediately ho m ogenl Z edin 4 v olu m es o
f
F I J T n 竹 入 ハ n r れ 丑入 Tハ r l l ， ． n t 几 十h凸 ハ n h l r一
ice c old 20mM potas siu m pho sphateくpH 7■01c o ntaining 5 m M E D T A， 0
－25 M NaCl， 1 m M the ophy－
11in e， 0．25 Ms ucros eby a V irtis hom og甲iz e r o nice． T he ho m oge n ate
w as fra ctio n ated by the difT
fer e ntial ce ntrifugatio n s at l，000x g to glV e a Cr ude n u cle a
r a nd s a r901e mm al fr a ctio n， at22，00
0x gto
obtain a mito chondrial fr a ctio n a nd atlOO，000x g to separate the m lCr O S O m a
lpa rticle sfr o mthe s olu
－
ble s upe rn at nt． Ea ch precipitatefr a ction w a s w a shed o n c e
with the ho m ogenizing buffer
－
a nd s us－
pended in the sa m ebuffer． Ea ch fr a ctio n
was tr e ated by dilutingl二 1 with the hom ogenizlng b
uffer
c ontaining l％ Trito n a nd stor ed o v e rnight o nic e－ Protein k
in as ea ctivity w as a ss ayed in e a ch sub
．
selularfr a ctio n with histo n e a s s ubstrate in the abse n ce卜 cAM P， o r pre s e n c eく＋
cA M Pl of 5 pM
cyclic A M P．
M e a n士sta ndard err oて Of m e a nくS．E■M ．1a re s
ho w n．
Asteriskく
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素総括性は対照お よ ぴ dibutyryl cyclic A M P投与群
でも可溶性分画， ミ ト コ ン ドリ ア分 画で高 く， マ イ ク
ロ ゾ ー ム 分 画で は最も低値で あ っ た ． dibutyrylcyclic
AM P投与群で は ホ モ ジ ェ ネ
ー トの cyclic A M P非添
加時活性 は対照 と比 べ て有意に 増加 した が， 顆粒各分
画での CyClic A M P非添加時活性 の 増減は明 ら か で な
く， 特に 蛋白リ ン 酸化酵素の 1つ の 標的で あ る心筋小
胆体が存在す る マ イ ク ロ ゾ
ー ム 分画で は 蛋白 リ ン 酸化
酵素活性は対照と比 べ て 有意 に 変ら な か っ た ．
考 察
dibutyrylcyclicA MP を外因性 に in uiu o8 r投与 し
た場合， 持続性の 心臓作用 を有す る こ と は Kuko v etz
ら
8一
， S kelton ら
鋸
， A hre nら
10，に より報 告され て い る．
正常犬 を用 い た実験で は Cutilletta ら1 31は， 冠 動脈内
に dibutyryl cyclic A M PlO mgl 分の 投与に よ り心拍
数， 心収縮力の 増加 を報告し， O ku aki
1 41は ， dibutyryl
cyclic A M P 5
へ 40 m gノkg の 末梢静脈投与 に よ り用
量依存性に 陽性変晩 変力作周 ， 末梢血 管の 拡張 を示
し たと報告 し て い る ． 冠 動脈内 に dibutyryl cyclic
A M P を投与 した著者の 成績 で も， 末梢静脈投与よ り
も少量 でカ テ コ ー ル ア ミ ン と同様に JLヰ自数， 最大 d Pノ
dt， 最大d PldtlP， 冠血流量， 心 筋酸 素消費量 の 増大
を認めた． し か しな が ら dibutyryl cyclic A M Pの 最
大効果の 発現 は投与後 15ノ ー20分と カ テ コ ー ル ア ミ ン
に比 し長時間を要 し， また著者の 成績 で は 1 ．5m gJ
Ikg
以上の 冠動脈内投与量 で は心収縮力の 増加 は認め られ
なか っ た ． 実験的心不全犬 に 末相静脈 よ り dibutyryl
cyclic A M P を投与し た松下ら1 71の 成績 に お い て も，
肺動脈楔入圧 の 低下， 心拍出塁増加の 最大効果の 発現
は投与後20 分 で あ り， 至 適用量 は 60m gJkg で ， そ れ
以上で はプ ラ ト ー とな り， 心 筋蛋白 リ ン 酸化酵素活性
比 くCJ
IくR C十CH と も対応す る こ とが 示 さ れ て い る ．
また これ ら の 心臓 生 理 作用 は月受容体遮断割 に よ っ
て抑制され な か っ た ．
dibutyryl cyclic A M P は Ca stagn aら
2 1 に よ り
dibutyryl cyclic A M Pっ m on obutyryl cyclic
A M Ph＋ m o n obutyryl A M P－r＋ A M P－ A D P■ ヰ
AT P
のよ う な経路で 代謝さ れ る こ と が報告さ れ て い る ． ま
た， m O n Obutyryl cyclic A M P よ りcyclic A M Pに
変換さ れ る 系も あ る と 考 え ら れ て い る ． dibutyryl
CyClic A M P自体 の 蛋 白リ ン 酸化酵素 に 対す る親和性
はcyclic A M P と比べ て 低く， 細胞 内で 代謝さ れ た
m o n obutyrylcyclic A M P がcyclic AM P結合蛋白と
高い 親和性を有 し2 21， 蛋白リ ン酸化酵素を活性化さ せ
る こと に よ り心 臓生理 作用 を生 じる こ とが 報告され て
L一る2 3I． また dibutyryl， m OnObutyrylcyclic A M P は
と も に CyClic A M P．の 水解酵 素 で あ る pho spho－
dieste ra s eの 作用 を受 け に く く2 412 5l， 競合阻害に よ り
細胞内 cyclic A M Pの 濃度 を上昇 させ る． こ の よう に
dibutyryl cyclic A M Pの 効果の 遅延性 およ び持続性
は上記の代謝過程の 遅延性， 代謝産物の 性質 に よ る と
考え られ る．
ペ プ チ ドホ ル モ ン の 生 理 的， 生化学的作用 が cyclic
A M Pに よ っ て 活性化され た 蛋白 リ ン 酸化酵素 の 特異
的な基 質蛋 白の リ ン 酸化 を介して発現 す る こと は 知ら
れて い る ． そ の た めホ ル モ ン の 反 応性 を評価す る 上で
蛋白リ ン 酸化酵素活性比 の 算定が重 要と な る． Ke ely
ら2即 は ラ ッ ト濯流心 に エ ビネ フ リ ン を投与 した 際， 心
収縮力と心 筋 cyclic A M P濃度， 心 筋蛋白リ ン 酸化酵
素活性比 との 間に よ い 相関を認めた と報告 してい る．
著者の 成績 に お い て も dibutyryl cyclic A M P投与量
と とも に 蛋白 リ ン酸化酵素活性比 は増加 し， その 増加
はin uitYV， in uiu oに お い て も cyclic AM P非添加時
蛋白 リ ン 酸 化酵素活性， す な わ ち c atalytic subu nit
く活性 型酵素1 に 基 因 し た． こ の こ と は dibutyryl
cyclic A M Pの 心 臓生理 作用が 心筋蛋白リ ン 酸化酵素
の 晴性化 を介し て発現 す ると い えよう ． し か しな が ら
蛋白リ ン 酸化酵素活性比 はdibutyryl cyclic A M P投
与量 に 比 例 して 増加す る に も か かわ らず， 陽性変力作
用 に dibutyryl cyclic A M Pの 至 適量が存在 した． こ
の こ と は蛋 白リ ン酸化酵素が多くの 基 質蛋白 をリ ン酸
化する非特異的な酵素 で あ るが た め に， 心収縮力に 対
す る他の 抑制機構 の 存在も否定で き な い ．
陽性変力作用 に 関し て cyclic A M P が in vitro で 蛋
白リ ン 酸化酵素の 活性化を通 じて 噸粒分画中の マ イ ク
ロ ゾ ー ム 分画 に 存在する心 筋ノJl胞体膜の 蛋 白質成分 を
リ ン酸化 し， それ に よ っ て小 胞体の カ ル シ ウム イ オ ン
能動輸送が促進さ れ2 71 ， 心 筋の 収縮力の 増加が も た ら
さ れ る こ と が報告さ れ て い る28I． Corbin ら29Iは家兎濯
流心 に エ ビネ フ リ ン あ るい は ホモ ジ ェ ネ ー ト に cyclic
A MP投与後， CyClicA M P濃度の 上 昇に 伴い 活性型酵
素は顆粒分画で は減少し， 可溶性分画で は増加 した こ
と よ り 活性型 酵素 の 顆粒分画 よ り可 溶性分画 へ の
translocatio nを推測 し た． Haye sら3 01も 家兎濯流 心
に イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル 投与 後， 同様 な活性 型酵素 の
tr a n slo c atio nと pho sphoryla se の 活性化と 左 室 d Pl
dtの 増加が 一 致 す る こ と を述 べ ， 蛋 白リ ン 酸化酵素の
tr a n slo c atio nが カ テ コ ー ル ア ミ ン の 心臓 生理 作 用 発
現 に 重 要な役割 を果た して い る こ と を示唆 して い る ．
こ の 蛋白 リ ン 酸化酵素の tr a n slo c atio nに つ い て は
低イ オ ン 強度の 緩衝液 を使用 し た場合 に は， 活性型酵
素は高 い 等電点 を有す るた め可溶性分画か ら顆粒分画
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へ の非特異的な tra n slo c atio nが お こ る こ と が 知ら れ
てい る3 1I． そ こ で著者の 蛋白 リ ン 酸化酵素の 細胞内分
布に つ い て の 実験 で も こ の 非特異的 なtr a n slo c atio n




漬度 く0．25 M塩化 ナ ト リ ウムう の 緩衝液 を用 い た －
dibutyryl cyclic A M P投与心筋 の 心 筋ホ モ ジ ュ ネ
ー
トでは ， CyClic A MP非添加時活性 の 増加を認 める と
と も に ， 可溶性分画 で も そ の 増加傾向を認め た．
一 方 ，
顆粒分画で の CyClic AM P非添加時活性の 減少は サ ル
コ レ ン マ ， ミ ト コ ン ド リア ， マ イ ク ロ ゾ
ー ム の 各分画
で認 め られ ず， 活性型 酵素の tr a n slo c atio nの 現 象 を
明らか に す る こ と はで きな か っ た ． こ の 点に 関 して は
額粒各分画の 分画方法の 問題， エ ビネ フ リ ン， イ ソ プ
ロ テ レ ノ ー ル な ど の カ テ コ ー ル ア ミ ン と dibutyryl
cyclic A M P の顆粒分画で の代謝機構 の 差異等に 基 く




dibutyryl cyclic A M Pの 心 臓生理作用 を明ら か に
する た め に イ ヌ冠動脈内 に dibutyryl cyclic A M P を
投与 し， 心 血行動態， 心 筋 cyclic A M P依存性蛋白リ
ン酸化酵素活性 に およ ぽ す影響 を検討 した ．
1 ． イ ヌ冠動脈内dibutyryl cyclic A M P投与 は末
梢静脈投与よ りも 少量 で 陽性変時， 変力作用， 冠血 流
量 の 増加 を示 し， そ の 最大 至適 量 は約 1－5m gノkg で
あ っ た ． カ テ コ ー ル ア ミ ン と比 べ そ の作用 発現は遅く ，
持続性 を有 した．
2 ． in vitro，in viv oの dibutyrylcyclic A MP の投
与 に より可静性分画の 心 筋蛋白リ ン酸化酵素 は活性型
酵素が増加 し， 投与量に 比 例 して 蛋白 リ ン 酸化酵素活
性比 く総活性 に 対す る活性型酵素の 肘 は増加 し た．
以 上 よ り dibutyryl cyclic A M Pの 心臓生理作 用 は心
筋蛋白リ ン 酸化酵素の 活性化を通 じて発現 する と 考え
ら れた ．
3 ． こ の 括性塾酵素の 増加 は心 筋ホ モ ジ ュ ネ
ー トの
顧粒分画 よ り可溶性分画 へ の tr a n slo c ation に よ ると
推定さ れた が ， 顆粒分画 く核 お よ びサ ル コ レ ン マ ， ミ
トコ ン ド リ ア， マ イ ク ロ ゾ
ー ムう の 蛋 白リ ン酸化酵素
活性 はdibutyryl cyclic A M P投与群 に お い て対照と
比 べ て 変化 な く， 顆粒分画 か らの tra n slo c atio n を明
らか に で き な か っ た ．
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